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論 文 内 容 要 旨
著 者 らめ グル ー プ は 、 ア ン ピ シ リ ン.プ ロ ドラ ッ グ が 血 清 中 で ア シ ピ シ リ
ン とな る水 解 反 応 を研 究 して い く過 程 で 、 動 物 の 種 類 に よ っ て 血 清 に よ る水
解 反 応 に差 の あ る事 を見 い 出 し た。 こ の 原 因 が 、 血 清 申 に 含 ま れ る エ ス テ ラ
ー ゼ の タ イ ブ の違 い に よ る もの で あ る と仮 定 し、 特 に ヒ ト.ア リー ル エ ス テ
ラー ゼ に注 目 して 本 研 究 を開 始 し た。
1958年`Augustinsson")は、.ヒト血、漿 中 に ア リー ル エ ス テ ラー ゼ(A』
;aryl-esterhydrolase,EC3.1.1.2)とコ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ(ChE;
acyl-cholineacy.1-hydrolase,EC3.1.1.8)とい う2種 の エ ス テ ラー ゼ
が存 在 す る こ とを電 気 泳 動 法 に よ って 示 した。 前 者 のA毒 は 、 芳 香 族 エ ス
テ ル を よ く水 解 す る酵 素 で は あ る が 、 基 質 特 異 性 が極 め て 広 い こ と の が原 因
で 、 ヒ トに お け る 生 理 学 的 機 能 お よ び分 子 量 、.分子 種 の 数 な ど の酵 素 化 学 的
性 質 が 、 長 い 間 不 明 の ま まで あ っ た。
著 者 らが 開 発 し た ア ン ビシ リ ン.プ ロ ドラ ッ グ で あ る レ ナ ン ビ シ リ ン
(F.ig、1.)のプ ロ モ 午 テ ィ([5rmethyl-2-oxo-1,3-dioxo1-4-yl]methyl)基
がA,Eに 特 異 的 に認 識 さ れ る事 を利 用 し、 こ の 基 を含 む新 しい 基 質
No64505(Flg.2.)を合 成 し、 ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ の 高 度 に特 異
的 な 活 性測 定 系 を 確 立 し た。
こ の酵 素 活 性 を 指 標 に す る こ とに よ っ て、 抗 原 と し て の 酵 素 標 品 を調 製 す
る こ と及 び ハ イ ブ リ ドー マ をELISAによ っ.てス ク リー ニ ン グす る こ とが 極 め
て容 易 とな り、 著 者 ら は初 め て 活 性 の 中 和 能 は な く、 抗 原 へ の 結 合 能 の み を
有 す る ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ に対 す る モ ノ ク ロー ナル 抗 体 を3種 類
取 得 し た。
そ こ で 、 モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 を 用 い て 作 成 し た抗 体 カ ラ ム に よ り 、 ヒ ト血
清 か らA湿 を1段 階 で 精 製 し、A,E分 子・が ホ モ オ ク タ マ 乱 で あ る事 を 推 定
した 。 さ ら に 、 こ の純 品A,E分 子 が カ ル ボ ン酸 エ ス テ ル ば か ワで な く、パ 、
ラ オ キ ソ ン の よ うな リ ン酸 エ ス テ ル も加 水 分 解 す る こ と を明 ら か に した 』
ま た 、2種 の モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体 を 用 い た ワ ン ス テ ップ.サ ン ドイ ッチ 法
に よ る ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ の定 量 系(ELISA)を確 立 し た。
な お 、 上 記 の 活 性 測 定 系 で 測 定 し た血 清 中 の 飢E活 性 が 、 肝 臓 の疾 患 、
特 に 肝 硬 変 症 で 有 意 に低 下 す る こ と よ り、 酵 素 診 断薬(キ ッ ト)と い う臨 床'
検 査 薬 の 開 発 をNo.4505の水 溶 性 誘 導 体 で あ るNo.4899基質(Fig.2.)
を用 い て試 み た 。
匝囲ArE:ア リ㌣ ル エ ス テ ラー ゼChE:コ リ ン エ ス テ ラー ゼ
ELISA:Enzyme-1inkedi皿munosorbentassay
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匿=〔翼 ヒ ト.ア リ ー ル エ ス テ ラー ゼ 活 性 測 定 系 の礎 立
SH基 の 定 量 試 薬 で あ るDTNB(5,5㌧dithiobis[2-nitrobenzoicacid],
EIlman試薬)を 発 色 団 と し て 用 い.た1)(Fig.3.)。
A.Eに 特 異 的 に 認 識 さ れ る[5-methyl-2-oxo-1,3-dioxol。4-y1]methyl)基
とbenzenethio1.とを 反 応 さ せ 、 新 し い 基 質No.45051.2)(phenyl
sUbstituent,X=F)を合 成 し た 。・こ の 基 質 がA,Eに よ っ て 水 解 さ れ 生 じ る
SH基 を 発 色 定 量 す るA謁 の 活 性 測 定 系 を確 立 し た の 。
No.4505と 従 来 のA。E活 性 測 定 用 基 質Phenylacetate,・β一Naph仇yI
acetateとの 、 各 種 エ ス テ ラ ー ゼ に 対 す る 反 応 性 を 調 べ た(TableL)。
そ の 結 果 、No.、4505はA,Eの 特 異 的 基 質 で あ る 事 が 判 明 し た 。No.
4505の .CLEに比 較 し たA,Eに 対 す る 特 異 性 は 、ChE基 質 で あ るS-Butyryl
thiocholineのA』 に 比 較 し たChEに 対 す る 特 異 性 よ り 著 し く大 で あ っ た。
こ の 高 度 に 特 異 的 な ヒ ト.ア リ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 指 標 に し て 、
以 後 研 究 を 進 め た 。
匿 ■ 舅 ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラ ー ゼ の 均 一 蛋 白 と して の 精 製
今 日 まで 、 血 清A,Eは 牛 血 清 か らの み 単 離 さ れ、 そ の分 子 量 は440,000
と`報告・ざれ た 。 こ こで 用 い られ たChoi&Forsterに基 づ く方 法 に よ って 。)、
ヒ ト血 清 か ら 傷Eを 精 製 し た と こ ろ、 最 終 標 品 が電 気 泳 動 法 で 複 数 の ポ リ
ペ プ チ ドバ ン ドを 与 え た。 そ れ ら がA。E酵 素 を構 成 す る サ ブ ユ ニ ッ トで あ
る の か 、 単 な る混 合 物 で あ る の か を快 め るた め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作
成 し そ の 抗 体 カ ラ ム に よ って 、A.Eを 精 製 す る こ と に し た。
抗 原 と して ヒ ト血 清 か らA。E標 品 を 調 製 す る ため に 、最 も 重 要 な 精 製 の
ス テ ップ は共 存 す るChEを 完 全 に 取 り除 く こ とで あ る。 こ の 手 段 と して 、
ブ ル ー 色 素 を リガ ン ドと し た ア フ ィニ テ ィ.ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー の を用 い る
こ とが`出来 る こ と を 明 ら か に し た(Fig.4.)。
C謳 を非 吸 着 部 と し てA沼 か ら分 離 す る こ の ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 組 み
入 れ 、 免 疫 原 を調 製 し た(TableID。
モ ノ ク ロ ー ナ・ル 抗 体 は 、Kohler&MilSteinによ って 開 発 され た 細 胞 融 合 法
に よ りω 、 上 記 の.方法 で 調 製 し た抗 原 で マ ウ ス を免 疫 し誘 起 さ せ た ヒ トA,E
に対 す る特 異 的 な 抗 体 産 生 細 胞 と、 骨 髄 腫 細 胞 と を融 合 さ せ た ハ イ ブ リ ドー
マ か ら分 離 した 。
第1章 に 記 し た酵 素 活 性 を 指 標 にす る こ とに よ って 、 ハ イ ブ リ ドー マ を
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ELISAによ っ て 選 別 し8)・、 酵 素 活 性 の 中 和 能 は な く、・抗 原 と し て の 酵 素 に 結
合 能 の み を 有 す る ヒ ト.ア リ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を3種 類4)(12-1H8,9-2C3,7・2C5)取 得 し た 。 こ れ ら の モ』ノ ク ロ'門ナ ル 抗
体 は 、 い ず れ もC露 に 対 し て 交 叉 反 応 性.を示 さ な か っ た 。
そ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体12-1H8を 用 い て 抗 体 カ ラ ム を 作 成 し 、 ,イム
ノ ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ っ て ヒ ト血 清 か らA,Eを 精 製 し た3)
(Fig.・5.)。そ の 結 果 、 こ の 操 作1段 階 で400倍 以 上 ま で 精 製 さ れ 、SDS-
PAGE上 で 見 掛 け の 分 子 量 が461000で あ る 単 一 バ ン ド を.示し た(Fig.6.)。
ま た 、・・TSK-gelG-3000SWによ るHPLCで そ の 分 子 量 を 求 め た と こ ろ 、
380,000であ っ た(Fig.7.)「 。 以 上 の 研 究 結 果 か ら 、1ヒ ト血 清 のA。E分 子
は ホ モ オ ク タ マ ー で あ る こ と を 初 め て 推 定 し た3)。 さ ら に 、 こ の 均 一 に 精 製
し たA。E分 子 が カ ル ボ ン 酸 エ ス デ ル ば か りで な く、 パ ラ オ キ ソ ン ・(Fig.8,)
の よ う な リ ン 酸 エ ス テ ル も 加 永 分 解 す る こ と を 明 ら か ヒ し た3)。 こ の こ と は
A,Eが 有 機 隣 農 薬 の 代 謝 に も 関 与 す る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
匿ユ圃 ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ の 臨床 診 断 へ の 応 用
第1章 で 記 し た ヒ ト.ア リ ー ル エ ス テ ラー ゼ の 活 性 測 定 系 が 高 度 に特 異 的
で あ る こ と か ら、A謁 の 生 理 学 的 機 能.意 義 に つ い て 過 去 の研 究 を調 べ た。
山 村 等 は1967年 、 血 清 中 の フ ェニ ル 酢 酸 エ ス テル 水 解 活 性 の 測 定 が肝 疾
患 、 特 に肝 硬 変 症 の診 断 な ら び に予 後 の判 定 に有 力 な 手 が か りを 与 えて くれ
る こ と を報 告 し た ●)。Lorentz等.も肝 硬 変 症 な どで 、血 清 中 の フ ェ ニ ル 酢 酸
エ ス テ ル 水 解 活 性 が低 下 す る こ とを 報 告 したf)。一 方Burlina等は 、血 清 を
電 気 泳 動 法 で 分 画 し、 そ の β一ナ フ チ ル酢 酸 エ ス テ ル 水 解 活 性 を測 定 す る こ
と に よ り、 従 来 か ら肝 硬 変 症 等 の診 断 に 用 い ら れ て い るChE活 性 値 よ り、
A,E活 性 値 の ほ うが肝 硬 変 症 に 対 す1る特 異 性 が 高 く、 優 れ た指 標 と な り得 る
こ と を 示 唆 す る報 告 を 行 な っ た の。
し か し、 彼 等 が 用 い たA,E活 性 測 定 用 の 基 質 は い ず れ も酵 素 に 対 す る特
異 性 が 低 い た め に、 正 確 にA,E活 性 を測 定 し えな い もの で あ った ので 、
A,Eの特 異 的 基 質No.4505を用 い た活 性 測 定 系 で 臨 床 試験2〕を 実・施 し た
(Fig.9.)。そ の 結 果 、 肝 硬 変 症 患 者 の 血 清 毎E活 性 は健 常 者 の そ れ に比
較 し て 有 意 に低 下 す る こ とが 明 ら か に な った 。1また 、 各 種 肝 疾 患 患 者e)で検
討 し た 結 果CFig.10.)、 重 症 度 判 定 の指 標 と して有 用 で あ る成 績 を得 た。
と こ ろ で 、 肝 疾 患 の 確 定 診 断 は肝 生 検 や腹 腔 鏡 検 査 を必 要 とす る が 、 い ず
れ も患 者 に 少 な か ら ぬ 負 担 を強 い る も の で あ る。 ま たザ こ れ ら の診断 法 で は
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患 者 の 経 過 観 察 をす る の も困 難 で あ り、.正確 で 簡 便 な 検 査 法 が 開 発 さ為 れ ば
そ の意 義 は 大 きい 。A,E測 定 試 薬 の 開 発 は 、 肝 硬 変 症 診 断 の有 力 な 指 標 の
ひ とつ に な り え る も の と考 え られ た 。 さ らに 、 肝 炎 か ら肝 硬 変 症 へ の 移 行 、
肝 硬 変 症 の 重 症 度 判 定 あ る い は 治 癒 判 定 に も 適 用 し え る可 能 性 が あ る。
そ こで 、 種 々 の4-Arylthiomethyl-2-oxo-1,3-dioxole誘導 体Dを 合 成
し、 こ れ ら のA,Eお よ びChEに よ る 水 解 速 度 を測 定 した(TableIII)。
誘 導 体 の 中 で 水 溶 性(ca.110mg/mDに お い て も優 れ たIII,(No.4899)
を選 定 し、 酵 素 診 断 薬1・5)の 開 発 に 着 手 し た 。
A湿 に 対 す る基 質 特 異 性(TaMeIV)、 基 質 濃 度 の 反 応 速 度 に 及 ぼ す 影 響
、(Fig.11.)、お よび 水 素 イ オ ン濃 度 の 反応 速 度 に 及 ぼ す 影 響(Fig.12.)
を 示 した 。 測 定 系(TableV)で の 臨 床 試 験5)の成 績 をFig.13.に示 した。
匿 亙茎ヨ ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ の 肌ISAによ る定 量
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体9-2C3を 第1抗 体 と し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ・ビ 標 識 し た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体7-2C5を 第2抗 体 と し た1段 階 サ ン ド イ ッ チELISA4)に
よ り 、 ヒ ト血 清 中 のA,E量 の 測 定 が 可 能 に な っ た 。 そ の 時 の 標 準 曲 線(Fig。
14.)を 示 し た 。
な お 、 肝 硬 変 症 で んE活 性 が 低 値 を 示 す の は 、 実 質 的 な 酵 素 蛋 白 と し て
のA,E量 が 低 下 す る こ と に よ る の が 、ELISAに よ っ て 証 明 さ れ た4)
(Fig.15。とFig.16。)。
麗
回 特 異 的 基 質No.4505を 用 い た新 し い ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラー ゼ 活 性
測 定 系 を 確 立 し た。
回 こ の 特 異 的 基 質 を 用 い る 測 定 法 と ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラ ー ゼ の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を使 用 し、 ヒ ト.ア リ ー ル エ ス テ ラー ゼ を完 全 に 精 製 し た。
囹 ヒ ト.ア リー ル エ ス テ ラ ー ゼ の 含 量 を求 め る た め 、 肌ISAによ る定 量 方
法 を 確 立 し た。
圃 ヒ ト血 清 の ア リー ル エ ス テ ラー ゼ は 分 子 量380,000で、'8個 の均 一 な
サ ブ ユ ニ ッ トか ら構 成 され て い る こ とを 推 定 し た。
囹 、 ヒ ト血 清 の ア リー ル エ ス テ ラー ゼ 分 子 が リン酸 エ ス テ ル で あ』るパ ラ オ キ
ソ ン を加 水 分 解 す る こ と を 明 ら か に した 。
囹 高 度 に特 異 的 な ア リー ル エ ス テ ラー ゼ の 活 性 測 定 系(No.4899基質)を 肝
硬 変 症 の 体 外 診 断 の為 に 使 用 で き る こ と を示 した。
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Fig.2.AnewandhighlyspecificsubstratetoArE,No.4505;
4一(4-fluorophenyl)thiomethyl-5-methyl-1,3-dioxol-2-oneor
No.4899;sodium4一[(5-methyl-2-oxo-1,3-dioxol-4-yl)methylthio]一
benzenesulfonate.
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Fig.4.Elutionprofilesofhuman ,serumesterasesfromAffi-gel
bluecolumn.一Serum(1.5ml)wasrunona30mlcolumnat4ｰC.
Theequilibrationbufferwas20mMTris-HCIbuffercontaining8
mMCaCユ2,0.08血MEDTA-2Na,0.01亀TritonX-155,3mM:NaN3,and
O.05MNaSCN(pH7.4).Fractions(2.5m1)werecollected.To
tube25,alinearNaSCNgradient(0.05-0.5M,totalvolumeof120
ml)wasapplied.Fortube74,elutionwascontinuedwithO.5M
NaSCN.
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Fig・6・ 工,Purityofenzymepreparations・TenμqofArE
antigen(laneb)and4ｵgofthepurifiedArE(lanea)were
subjectedtoSDS-polyacrylamidegelelectrophoresisperformed
in5.0亀gelat6-8mApertubefor2h.Thegelwasstained
withO.25CoomassiebrilliantblueR250.Themarkerdyewas
Malachitegreen.Lanecindicatesmolecularweightstandards
fromthetop(origin):myosin(200,000),R-galactosidase
(116,000),phosphorylaseb(93,000),bovineserumalbumin
(66,000),ovalbumin(45,000),carbonicanhydrase(31,000),
soybeantrypsininhibitor(22,000),andlysozyme(14,000).
II,Standardcurveformolecularweightestimation.
weightofthepurifiedArE(o)wasdeterminedby
polyacrylamidegelelectrophoresis.
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Fig.7.EstimationofthemolecularweightofArEpurifiedfrom
humanserumonaprepackedHPLCcolumnofTSK-gelG-30005W.ArE
(o)andmarkerproteins(o)ofGelfiltrationcalibrationkit
(aldolase,158,000;catalase,232,000;ferritin,440,000)were
appliedontothecolumnequilibratedwith.20mMTriS-HCIbuffer
containing8mMCaC12rO.08mMEDTA-2Na,pH7.4,andeluted
fractionsofO.4mlwerecollected.TheflowratewasO.8mlper
min.
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Fig.12.EffectsofpHontheactivityofArEinserum.一
ThefollowingGood'sbufferswereadjustedtoyieldthe
indicatedpHvalues3Pipes-NaOH(●)3Mops-NaOH(■)3
Popso-NaOH(.).Thelowercurvesrepresentthespontaneous
hydrolysisstudies,whichwasdonewiththesamebuffers.
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TableV.SummaryofprocedureforthedeterminationofArE
activityinhumanserum
Serum(5ｵ1)
Colorreagent(400ｵ1):20mgofDTNBin100mlofPipes-NaOH(8],0.05mol/1,pH6.5,containing5
-mmolCaCIZandO.05mmolEDTA-2Na
Substrate(100ｵ1):64mgofsubstratein12mlofdistilledwater
Followincreaseofabsorbanceat37ｰCaftersubstrateadditionandmixing.
・・…1・・・…kU/1-4(バ5竺論80)/血n・ 暴 ・…
雲 ム(!{546」.4480)/mina×(一39.4),where
A54G=absorbanceofthesampleat546nm
A480=absorbanceofthesampleat480nm
`引 血。lecularextincti。nc㏄fficient((オ546一オ480).in1/(mo1・cm))at
pH65for5-t聴o・2-nitrobenzoicacid,(「2.56)×103
SV=serumvol.,5ｵl
FV=finalvol.,505ｵl
d=pathlengthofthecuvette,1cm
a取
a【efτom60sto..120s(R3te・19・22).Ψasdeter皿inedwlth昂n.automaticanalyzer(Hitaq屈Auto;na口c
BloodChemistryAnalyzerModel705;Japan).
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Fig.13.Se㎜ 虻Eactivityinhealthyaduユts(●),andin
patientswithcompensated.ci:r:rhosis(■)o:【decompensated
cirrhosis(o).Horizontalbarsrepresentthemeanvaluesfor
eachgroup・values寵e:re11・3土1・7and6・3土1.8kU/].,
respectively,withsignificantdifferences(.pぐ0.001).
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Fig.14.Standardcurve.byone-stepsandwichELISAforse㎜ArE・
SerumArEwasdeterminedbyacombinationofthemonoclonal
antibodyproducedby9-2C3cellsasthefirstantibodyand
monoclonalantibodyproducedby7-2Cscells,labelledwith
peroxidase,astheenzyme-labelledsecondantibody.Theenzyme
activitywasassayedusingatwo-wavelength(492nm,550nm)
microplatephotometer(CoronaMTP-22,Japan).
0
Aryle5,erα5ebyEUSA'm911
0
?
?
?
?
?
「?
?
?
→
?
。》
「?
?
?
?
?
?
?
?
》
・… 堕 ・→ ●、 ● ● ●
・・卜
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Thehorizontal.barsindicatemeanvaluesforeach-group.
ArylesterasewasdeterminedbyEL工SA.
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Thebestfitcorrelationequationis:
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は著者らの開発 した特異的な基質を用い,ヒ ト.アリールエステラーゼの精製を行い,
精製 した酵素について諸性質をあきらかにし,さ らにこのアリール.エ ステラーゼの臨床診断へ
の応用について検討したものである。
第1に,特 異的基質Nα4505を開発 し,この基質を用いた新 しいヒト.アリールエステラーゼ活
性の高度に特異的な活性測定法を確立 した。
第2に,こ の酵素活性を指標として,酵 素活性の中和能はなく,抗原としての酵素に結合育旨の
みを有するヒト,ア リールエステラーゼに対するモノクロナール抗体を取得 した。つぎに,モ ノ
クロナール抗体を用いて抗体カラムを作成 し,イ ムノアフィニティクロマ トグラフィによってヒ
ト血清か らア リールエステ ラーゼを精 製 し,精 製酵素 の諸 性質を調べた。 この酵素 は
SDS-PAGE上で分子量46,000を示 し,一方液体クロマ トグラフィでの分子量は380,000である
ことからヒト血清のア リールエステラーゼ分子はホモオクタマーであることを推定 した。またこ
のアリールエステラーゼはカルボン酸エステルばか りでな く,リン酸エステルも加水分解す るこ
とを明らかに した。また,ヒ トアリールエステラーゼのELISA法による定量法を確立した。
第3に,ア リールエステ ラーゼの特異的基質Nα4505を用いた肝硬変症の診断試験を行い,そ の
結果,肝 硬変症患者の血清アリールエステラーゼ活性は健常者のそれに比較 して有意に低下する一
ことを明らかにし,また各種肝疾患患者で検討した結果,重 症度判定の指標として有用である事
を明らかにした。さらに,正確で簡便な検査法の開発を試み,種 々の誘導体のなかで,水溶性に
おいても優れたNα4899基質を選定 し,肝硬変症の体外診断に使用できる事を示した。
以上の ように,本論文はヒト.アリールエステラーゼの特異的基質を開発してその活性測定法
を確立 し,この測定法 と新たに作製したヒト,アリールエステラーゼのモノクロナール抗体を使
用 し,ヒ ト.アリールエステラーゼを像ぼ完全に精製 しその性質を明らかにし,さらにこれ らヒ
ト.アリールエステラーゼの特異的基質を使用 した活性測定法により肝硬変症の診断が可能であ
ることを示したものであ り,アリールエステラーゼについての酵素学的新知見を加えるだけでな
く,肝硬変症の診断法としての応用的意義からも評価されるもので,審 査員一同は著者に博土
(農学)の 学位を授与するに値するものと判定した。
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